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取 食 转 Bt 基因 抗 虫 玉 米 后 亚洲 玉米 量 
幼虫 中 肠 的 组 织 病理 变化 
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摘要 : 利用 透射 显微镜 (TEM ) MEIERI Ostrinia furnacalis ( Guenée) 幼虫 取 食 了 表达 Cryl Ab 杀 虫 重 日 的 转 Bt 
基因 玉米 心 叶 组 织 后 中 肠 的 组 织 病 理 变化 , 以 探讨 转 Bt 基因 玉米 对 亚洲 玉米 曝 的 致 病 机 理 , 为 其 合理 、 安 全 和 持续 
利用 提供 理论 依据 。 结 有 果 表 明 : EM SR ROBUR: Bt 玉米 后 中 肠 细胞 及 其 细胞 峰 发 生 了 明显 的 病变 。 取 食 Bt 玉米 
12 h 后 中 肠 细胞 开始 病变 , 首先 微 绒 毛 脱落 内 质 网 开始 肿胀 , 24 h 后 内 质 网 肿胀 增多 , 杯 状 细胞 杯 腔 增 大 , 48 h 后 
微 绒毛 大 量 脱 落 , 细胞 开始 空 泡 化 , 随 着 取 食 时 间 的 增加 , 细胞 空 泡 化 程度 加 剧 , 在 感染 前 期 细胞 间 的 病变 程度 差 
异 较 大 。 微 绒毛 脱落 、 内 质 网 肿胀 断裂 是 在 多 数 取 食 Bt 玉米 的 亚洲 玉米 蜡 中 肠 细 胞 发 生 的 普遍 病变 。 由 此 表明 ， 人 
工 修饰 的 Cryl Ab 基因 导入 到 玉米 染色 体 组 中 所 表达 的 杀 虫 蛋 白 可 使 玉米 蛋 幼 忠 中 肠 细 胞 发 生病 变 , 最 终 导 致 其 
死亡 。 
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Histopathological changes in the midgut of larvae of the Asian corn borer, 
Ostrinia furnacalis ( Lepidoptera. Crambidae ) , fed on Bt-transgenic corn 


expressing CrylAb protein 

XU Yan-Ling"^, WANG Zhen-Ying" *, HE Kang-Lai' , BAI Shu-Xiong! (1. State Key Laboratory for 
the Biology of the Plant Diseases and Insect Pests, Institute of Plant Protection, Chinese Academy of 
Agricultural Sciences, Beijing 100193, China; 2. College of Plant Protection, Shenyang Agricultural 
University, Shenyang 110161, China) 

Abstract: To probe the pathogenic mechanism and provide theoretical basis for safety and sustainable 
utilization of Bt corn, the histopathological changes in the midgut of larvae of the Asian corn borer, Ostrinia 
furnacalis ( Guenée) , fed on Bt-transgenic corn expressing CrylAb protein were observed by transmission 
electron microscopy ( TEM). The results showed that the midgut cells and their cell organelles of the O. 
furnacalis larvae fed on the Bt corn tissues exhibited distinct pathological changes. The midgut cells began 
to change at 12 h after ingestion of Bt corn. The microvilli of the midgut epithelial cells began to fall off and 
the endoplasmic reticulum became swollen. After 24 h, the number of endoplasmic reticulum increased and 
the cavity of goblet cell enlarged. Many microvilli sloughed off and cells became vacuolated after 48 h. Cell 
vacuolation was more obvious with time going. The pathologic degrees were disparate among cells in the 
early period of infection. Desquamation of microvili and swelling of endoplasmic reticulum occurred 
universally in most midgut cells. In conclusion, the insecticidal protein expressing in transgenic Bt corn can 
cause pathological changes to midgut cells of O. furnacalis larvae and kill them finally. 
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亚洲 玉米 蜡 Ostrinia furnacalis ( Guenée) 是 我 国 
玉米 生产 上 最 重要 的 害虫 , 对 玉米 的 产量 和 质量 影 
啊 很 大 ( 周 大 东 和 何 康 来 ,1995 ) 。 由 于 玉米 蜡 寄 主 
植物 种 类 多 , 日 化 性 不 一 , XE ARIES, 防治 
效果 不 理想 , 特别 是 穗 期 玉米 植株 高 ,密度 大 , 防治 
难度 加 大 。 近 年 来 人 们 利用 转基因 技术 培育 抗 虫 玉 
米 为 玉米 螟 防治 提供 了 新 途径 , 转 Bt 基因 抗 虫 玉 米 
已 在 多 个 国家 商品 化 生产 种 植 (Shelton et al., 2002) , 
室内 和 田间 结果 表明 对 亚洲 玉米 晨 具 有 很 好 的 控制 
作用 (He et al., 2003 ; 王 冬 妍 等 , 2004)。 我 国 自 主人 研 
发 的 转 Bt 基因 玉米 也 已 进入 田间 释放 阶段 , 国外 公 
司 的 转 Bt 基因 抗 虫 玉米 被 批准 在 我 国 进 行 环 境 释 
放 , 有 的 还 进入 了 生产 性 试验 阶段 。 

虽然 关于 Bt 杀 虫 重 日 引起 昆虫 中 肠 病 理 变 化 
国内 外 已 有 很 多 报道 (Gill et al.，1992 ;项 秀芬 等 ， 
1996; 1999; Abdel-razek 
et al., 2002 ; Cavados et al., 2004) , 但 Bt 玉米 与 Bt 
AREE, Bt 玉米 导入 的 是 经 过 人 为 修饰 的 5- 
内 毒素 基因 活性 片段 部 分 , 且 审 有 增强 的 表达 司 动 
子 , 编码 的 活性 毒素 蛋 日 无需 活化 即 可 与 投标 害虫 
中 肠 上 皮 细 胞 的 受 体 结合 (Perlak et al., 1990; 
Koziel et al., 1993) , 其 病理 效应 是 否 与 Bt did 
日 相同 ?因此 有 必要 深入 人 研究 Bt 玉米 对 害虫 的 病 
理 效应 ,为 延缓 抗 性 、 实 现 转 Bt 基因 抗 忠 作物 的 持 
续 利 用 提供 科学 依据 。 


1 材料 与 方法 


1.1 供 试 虫 源 

采 目 河北 省 衡水 市 在 室内 用 无 琢 脂 半 人 工 饲 料 
(RERE, 1999) 饲养 了 35 代 、 未 接触 任何 杀 虫 剂 
的 亚洲 玉米 虹 3 龄 幼虫。 
1.2 供 试 玉米 

实验 用 玉米 为 孟 山 都 公司 的 转 cry14b XR RE 
HAKI Bt 玉米 MONSIO (品种 为 DK647BTY ) 及 
其 非 转基因 对 照 品种 (DK647) ,种 植 在 位 于 北京 的 
中 国 农业 科学 院 植 物 保护 研究 所 农场 内 。 在 玉米 心 
叶 期 从 田间 采 回 心 叶 , 在 0. 396 的 NaCl 中 浸泡 
3 min, 用 车 饮水 冲洗 338, 在 滤纸 上 吸 干 水 分 ， 
备用 。 
1.3 玉米 旦 幼虫 中 肠 组 织 取样 和 中 毒 症 状 观察 

在 人 工 饲 料 上 饲 咀 玉 米 曝 幼虫 至 3 龄 , UL 
12 h, fije Bt 玉米 MONSIO 心 叶 ,处理 100 35:7] 
Hp, 重复 3 次 , 在 取 食 6, 12, 24, 48 和 72 h 后 分 别 


Matínez-ramírez et al., 


取样 , 每 次 取样 10 头 。 取 样 前 , 观察 玉米 旦 幼虫 在 
Bt 和 非 Bt 叶片 上 的 取 食 情况 , 同时 , 用 毛笔 轻 轻 
触动 幼虫 虫 体 ,， 观察 其 活动 状况 , 并 观察 玉米 蜡 幼 
虫 体 表 颜色 的 变化 情况 。 将 抽取 的 幼虫 置 于 冰冷 的 
生理 盐水 溶液 中 , 在 双 简 解剖 镜 下 解剖 截取 中 上 肠 并 
ARRENE H, 放 于 预 冷 的 2.5% 上 成 二 醉 固 定 液 
FME. UREJE Bt 玉米 DK647 pni d ok dt 
中 肠 为 对 照 。 
1.4 电镜 观察 

采用 和 常规 透射 电镜 (TEM ) 制 样 方法 , 四 氧化 
R-E EEE, 梯度 乙醇 (50%, 70%, 80%, 
90% , 95% , 10096) 及 丙酮 脱水 , 812 环 氧 树 酯 包 
HE, EMUC6 型 超 注 切片 机 切片 ,， 醋酸 铀 - 森 榜 酸 铅 
双 染 色 , Hr. H-7500 型 透射 电子 显微镜 下 观察 。 


2 结果 与 分 析 


取 食 对 照 玉 米 的 亚洲 玉米 蜡 幼 虫 中 肠 柱状 细胞 
顶端 微 绒毛 数量 众多 排列 紧密 ， 质 膜 完整 ， 内 质 网 
发 达 排 列 整 齐 , 细胞 质 均 匀 , 杯 状 细胞 的 杯 腔 中 细 
胞 质 突起 较 多 (图 版 IT[:A，G, K, L, Qoo 。 亚 洲 玉 
KEENE Bt 玉米 后 6 h 中 肠 细 胞 未 发 生 明 显 
变化 , 取 食 12 h 后 柱状 细胞 微 绕 毛 首 先 开 始 肿胀 断 
裂 (图 版 [:B,，C) ,内 质 网 部 分 开始 肿胀 (图 版 工 : 
H), 但 病变 并 未 引起 昆虫 产生 中 毒 症 状 , 到 24 h 
微 绒毛 继续 脱落 (图 版 I D), 内 质 网 肿胀 增多 (图 
版 工 :I) ， 杯 状 细胞 质 突起 脱落 (图 版 II:N) ， 部 分 
杯 状 细胞 杯 腔 增 大 (图 版 :M), 个 别 细胞 核 拉 长 
变形 (图 版 :R) ， 此 时 玉米 蜡 取 食量 明显 减少 。 
取 食 48 h 后 柱状 细胞 微 绒毛 明显 大 量 脐 落 ( 图 版 
I :E) ， 内 质 网 断裂 成 泡 状 (图 版 工 :J) ,部 分 杯 腔 
继续 增 大 挤 压 周围 的 柱状 细胞 (图 版 1:0), 随 着 
细胞 病变 程度 的 加 重 , 受 处 理 幼虫 取 食 量 剧 减 ， R 
体 收缩 , 行动 迟缓 。 到 染病 后 期 (3 d) 微 绒毛 几乎 
已 经 全 部 脱落 (图 版 工 :F) ,细胞 内 空 泡 化 ,部 分 细 
胞 膜 状 结构 破裂 , 细胞 器 消失 完全 人 解 离 ( 图 版 I: 
T) , 此 时 由 于 中 上 肠 细 胞 结构 破坏 严重 , 受 处 理 幼虫 
FIERE, JERI, WERK, 接近 死亡 。 


3 讨论 
前 人 报道 昆虫 取 食 Bt 2S HU E SE Bt 植物 后 


的 主要 病理 变化 为 :柱状 细胞 微 绒毛 脱落 ,内 质 网 
增多 , 细胞 核 拉 长 、 核 仁 凝聚 , 杯 腔 底部 的 细胞 质 
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突起 拉 长 .脱落 ,， 随 着 感染 时 间 的 增加 ， 病变 程度 
越 明 显 (Yiallouros et al., 1999; Matínez-ramírez 
et al., 1999; 深 单 梅 等 ，2001; Abdel-razek et al., 
2002 ; Cavados et al., 2004; €&€ FFÆ, 2007; 张 永 军 
TE, 2007) 。 本 人 研究 结果 表明 转 Bt 基因 玉米 中 表达 
的 Cryl Ab 杀 虫 蛋白 对 亚洲 玉米 蝶 幼 上 虫 的 病理 学 效 
应 与 以 上 报道 基本 一 致 , 这 也 说 明 导 入 玉米 染色 体 
组 后 表达 的 Cryl Ab X RE A FFE RE- ERKI H 
AE B E- SZ 9 Hel R p AR A AR 3€ 18D ( brush border 
membrane vesicles, BBMV) 上 的 特异 性 位 点 结合 ， 
插入 到 腊 内 形成 空洞 ， 引 起 离子 渗透 , 最 终 导 致 细 
胞 肿胀 裔 溃 。 

亚洲 玉米 蜡 幼 虫 取 食 表达 Cryl Ab REFA 
Bt 玉米 后 ,其 中 肠 细 胞 的 病变 速度 较 快 , 取 食 后 
12 h 以 内 多 数 细胞 的 微 绒毛 均 发 生 典 型 的 病变 , 但 
细胞 核 病变 总 体 较 其 他 敏感 昆虫 轻 ， 而 且 仅 在 少 部 
分 细胞 中 发 生 ,， 原 因 尚 不 清楚 ,有待 进 一 步 研究 。 
在 感 病 前 期 (1 d) 细胞 间 的 病理 变化 差异 很 大 , 有 
些 细胞 拉 长 ,内 部 细胞 需 减 少 , 开始 空 泡 化 , 但 有 
些 细 胞 并 未 发 生病 变 , 总 体 上 柱状 细胞 的 病变 先 于 
杯 状 细胞 , PE ER SSE ( 1999) 推测 可 能 是 由 于 两 种 细 
胞 的 生理 功能 差异 所 致 。 微 绒毛 脱落 , 内 质 网 肿胀 
断裂 是 在 多 数 中 肠 细 胞 发 生 的 普遍 病变 ,到 感 病 后 
期 由 于 大 量 Ca “和 水 进入 细胞 , 细胞 器 减少 , 营养 
物质 目 耗 , 造成 多 数 细胞 完全 或 部 分 泡 化 , R 
致 幼虫 死亡 。 与 其 他 Bt 杀 忠 蛋白 的 作用 机 制 相似 ， 
Bt 基因 玉米 中 表达 的 Cryl Ab 杀 虫 重 日 的 主要 作用 
位 点 也 为 中 肠 组 织 的 膜 系 统 ,， 从 而 引起 昆虫 拒食 ， 
破坏 营养 吸收 与 平衡 , 干扰 生长 , 这 与 昆虫 的 最 终 
致死 密切 相关 。 本 研究 为 探讨 Bt 玉米 对 诅 标 害虫 
的 致死 机 制 及 其 安全 、 合 理 和 持续 利用 提供 了 理论 
依据 。 
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版 说明 Explanation of Plate I 
A: 取 食 对 照 玉 米 后 的 玉米 蜡 中 肠 细 胞 微 绒 毛 Midgut microvilli of O. furnacalis larvae feeding on control com; B, C, D, E, F: WE Bt 玉米 6, 12, 
24, 48 和 72 后 的 玉米 蜡 中 肠 细 胞 微 绒 毛 Midgut microvilli of O. furnacalis larvae at 6, 12, 24, 48 and 72 h after feeding on Bt com, respectively ; 
G: 取 食 对 照 玉 米 后 的 玉米 蜡 中 肠 细 胞 内 质 网 Endoplasmic reticulum of O. furnacalis larvae feeding on control com; H, I, J: WA Bt 玉米 12 24 
4H 48 h 后 的 玉米 蜡 中 肠 细 胞 内 质 网 Endoplasmic reticulum of O. furnacalis larvae at 12 , 24 and 48 h after feeding on Bt com, respectively; K; 取 
食 对 照 玉米 后 的 玉米 蜡 中 肠 杯 状 细胞 Midgut goblet cell of O. furnacalis larvae feeding on control com; L: 取 食 对 照 玉 米 玉 米 蜡 中 肠 杯 状 细胞 微 绒 
Æ Midgut goblet cell microvilli of O. furnacalis larvae after feeding on control com; M, O, P: RE Bt 玉米 24, 48 和 72 h 后 的 玉米 蜡 中 肠 杯 状 细 胞 
Midgut goblet cell of O. furnacalis at 24, 48 and 72 h after feeding on Bt corn, respectively; N: WA Bt 玉米 24 h 后 正在 脱落 的 杯 状 细胞 微 绒毛 
Midgut goblet cell microvilli of O. furnacalis larvae at 24 h after feeding on Bt com; Q: 取 食 对 照 玉 米 的 玉米 蜡 中 肠 细 胞 细胞 核 Midgut cell mucleus 
of O. furnacalis larvae feeding on control com; R, S: Bt 玉米 24 和 72 h 中 肠 细 胞 细胞 核 Midgut cell mucleus of O. furnacalis larvae at 24 and 
72 h after feeding on Bt com; T: 取 食 Bt 玉米 72 h 部 分 中 肠 细 胞 解体 空 泡 化 Vacuolated midgut cells of O. furnacalis larvae at 72 h after feeding on 


Bt corn. 
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图 版 说 明 见 文 后 Explanation at the end of the text 


